Clock protein and hypothalamus-pituitary gonadal axis of female rodents by Poletini, Maristela de Oliveira
 Ensaio
Recebido 18out10
Aceito 03mai12
Publicado 27dez12
As proteínas de relógios e o eixo 
hipotálamo-hipófise-gonadal de fêmeas 
de roedores
Clock protein and hypothalamus-pituitary gonadal axis of female 
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Resumo. A liberação hormonal de cada componente do eixo hipotálamo-hipófise-gonadal ocorre 
numa janela temporal circadiana, o que é fundamental para garantir o sucesso reprodutivo e a ovula-
ção de fêmeas de mamíferos quer sejam ovuladores espontâneos ou induzidos. Um pico na secreção 
do hormônio luteinizante (LH) garante a ruptura do folículo ovariano e expulsão do oócito. Este pico é 
precedido pela hipersecreção do hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH) dos neurônios hipo-
talâmicos. Em roedores, está bem definido que a ativação destas secreções é o resultado da integração 
de mecanismos neuroendócrinos cíclicos, tais como um aumento das concentrações plasmáticas de 
estradiol durante a fase folicular do ciclo estral e um sinal neural vindo dos núcleos supraquiasmáticos 
(NSQs). Além disso, têm-se acumulado evidências de que o funcionamento de cada um dos componen-
tes do eixo hipotálamo-hipófise-gonadal tem a intermediação de proteínas do relógio biológico. Esta 
revisão discute estas evidências. 
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Abstract. The components of hypothalamus-pituitary-gonadal axis release their products in a circa-
dian-temporal window; this is crucial for the reproductive success in either spontaneous or inducible 
ovulators. The preovulatory surge of luteinizing hormone (LH) is preceded by a hypersecretion of the 
gonadotrophin-releasing hormone (GnRH). In rodents, it is already known that the timed, preovulatory 
activation of GnRH-secreting neurons depends on a complex interacting neuroendocrine mechanism 
involving two cyclic signals: an ovarian estradiol rise in plasma levels during the follicular phase of the 
estrous cycle and a neural signal from the suprachiasmatic nuclei (SCN). Evidences supporting the hy-
pothesis that the hypothalamic-pituitary axis function depends on the integrity of an autoregulatory 
loop of expression of clock proteins on each of its components are increasing. This review discusses 
these evidences.
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Do ponto de vista evolutivo, a reprodução serve como uma 
maneira de perpetuar características de uma espécie, por 
meio de uma linguagem universal composta de sequên-
cias de nucleotídeos. O sucesso do processo depende, na 
reprodução sexual, das diferentes estratégias encontradas 
pelos organismos que garantem que ocorra a união entre 
os gametas. Em vertebrados, o comportamento sexual, a 
produção e a liberação dos gametas são eventos orquestra-
dos pelos produtos de liberação do eixo hipotálamo-hipó-
fise-gonadal. Esta liberação ocorre de acordo com o ciclo 
de claro e escuro em que o animal está exposto, garantin-
do o controle temporal da fertilidade. Além disso, a fertili-
dade é aumentada em determinadas estações, garantindo 
que o nascimento da prole ocorra no momento em que o 
clima seja o mais adequado às características da espécie 
e quando a disponibilidade de alimento é maior. Dentre 
todas as pistas ambientais, a variação fotoperiódica anual 
parece ser a pista decisiva que determina as variações sa-
zonais da fertilidade (Kennaway, 2005). As mudanças da 
duração do claro e do escuro ao longo do ano controlam a 
liberação de melatonina, além de outros sinais hormonais 
e neurais (Reiter, 1980).
O hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH) é 
um neuropeptídeo hipotalâmico, o qual estimula a adeno-
-hipófise a liberar o hormônio luteinizante (LH) e o hor-
mônio folículo estimulante (FSH). Estes hormônios, por 
sua vez, garantem a liberação pelas gônadas de hormônios 
de natureza esteroidal, dentre eles os estrógenos, os pro-
gestágenos e a testosterona, que são os mais importantes 
para a função reprodutiva. Estes esteróides podem exercer 
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diversas funções, que vão desde a plasticidade do sistema 
auditivo das fêmeas do peixe, Porichthy notatus, as quais 
são capazes de ouvir um som emitido pelos músculos 
sônicos das bexigas natatórias dos machos, somente na 
estação reprodutiva (Sisneros, 2009), até a participação 
em mecanismos de retroalimentação positiva e negativa. 
Estes mecanismos permitem que os esteróides exerçam 
uma ação estimulatória e/ou inibitória sobre o hipotála-
mo e a adeno-hipófise, garantindo variações cíclicas nas 
secreções dos hormônios adeno-hipofisários, essenciais à 
oogênese em fêmeas de mamíferos. 
A liberação de GnRH é pulsátil em machos e fêmeas 
de todas as espécies de mamíferos estudadas. A pulsatili-
dade é crítica para sustentar a secreção hipofisária do LH 
e do FSH em fêmeas. Em roedores, o estradiol liberado 
pelos ovários tem ação inibitória sobre o eixo hipotálamo-
-hipófise durante a maior parte do ciclo estral. Entretanto, 
esta retroalimentação negativa é quebrada durante a fase 
folicular, quando o estradiol secretado abundantemente 
pelos folículos ovarianos passa a exercer ação estimula-
dora sobre o hipotálamo e a hipófise. A ação do estradiol 
ovariano leva a um aumento da secreção de GnRH por 
neurônios hipotalâmicos. Além disso, este aumento, pro-
voca um pico de LH na fase do proestro. Em fêmeas de 
camundongos e de ratos (roedores noturnos), o horário 
do pico precede o início da atividade do animal (Chris-
tian et al, 2005; Legan e Karsch, 1975). É no momento do 
pico que ocorre a expulsão do oócito do folículo ovariano. 
Assim, na ocorrência da cópula, os óvulos estarão deposi-
tados nas trompas uterinas à espera dos espermatozóides 
(Freeman et al, 1994). 
A quebra do mecanismo de retroalimentação ne-
gativa desempenhado pelos esteróides ovarianos sobre o 
hipotálamo e a hipófise e o estabelecimento do mecanis-
mo de retroalimentação positiva que os mesmos hormô-
nios assumem, é um dos aspectos mais desafiadores do 
controle neuroendócrino da reprodução. Em roedores, a 
retroalimentação positiva é exercida pelo estradiol (Fre-
eman et al, 1994), e em aves pela progesterona (Johnson 
et al, 1985). Em ambos grupos de animais, acumulam-se 
evidências a favor da existência de uma janela temporal 
circadiana, em que os mecanismos de deflagração do pico 
de LH são ativos. O trabalho de Everet e Sawyer, realiza-
do em 1950 (Everett e Sawyer, 1950), em fêmeas de ratos, 
comprova de forma clara a existência dessa janela. Estes 
pesquisadores e posteriormente outros, realizando expe-
rimentos em fêmeas de hamsters (Norman et al, 1972), 
observaram um atraso de 24 horas da ovulação e do pico 
de LH após a aplicação de anestesia profunda. A anestesia 
era administrada num momento preciso do dia do pro-
estro e, se fosse repetida no dia seguinte no mesmo horá-
rio, o atraso de fase observado era prolongado por mais 
24 horas. Em roedores, outras evidências apontam para a 
existência dessa janela temporal. Em fêmeas de ratos, atra-
sos ou adiantamentos no início da fase de claro provocam 
uma alteração no horário da ovulação (Hoffmann, 1969) 
e, em fêmeas de camundongos e de hamsters, alterações 
no período endógeno do ritmo de atividade são acompa-
nhadas por alterações no horário do pico de LH (Lucas et 
al, 1999; Miller et al, 2004). 
Nos mamíferos, são os núcleos supraquiásmaticos 
(NSQs), localizados no hipotálamo, os responsáveis pela 
geração da ritmicidade e pela sincronização do relógio 
biológico com as pistas ambientais, traduzindo as infor-
mações do comprimento do ciclo de claro/escuro. São, 
por isto, considerados o relógio biológico central. Existem 
projeções diretas desta área do sistema nervoso central 
para os neurônios produtores de GnRH (Kalsbeek e Buijs, 
2002) e a integridade dos NSQs é necessária para a ovula-
ção (Wiegand et al, 1980). Assim, o sinal neural que par-
ticipa do processo ovulatório, em roedores, pode ter sua 
origem nestes núcleos. 
Mutações genéticas podem levar a alterações nos 
ritmos circadianos demonstrando que os relógios bioló-
gicos estão codificados no DNA (Hall e Rosbash, 1988). 
As primeiras mutações foram observadas em Drosophila 
melanogaster (mutação no gene period) (Konopka e Ben-
zer, 1971) e depois em hamsters (mutação no gene tau) 
(Ralph e Menaker, 1988). Atualmente sabe-se que diver-
sos genes constituem alças de retroalimentação positiva 
e negativa que são a base molecular da geração do ritmo 
biológico. Suas proteínas acumulam-se no citoplasma de 
maneira circadiana. Nos mamíferos, dois genes têm ação 
bastante importante: Bmal1 e Clock, que constituem um 
heterodímero. 
A descoberta de que os genes de relógio são expres-
sos de maneira circadiana em vários tecidos periféricos e 
em várias regiões cerebrais (Balsalobre, 2002) mostra que 
o relógio biológico é composto, além do relógio central, 
por osciladores periféricos. Experimentos de transplantes 
de tecido dos NSQs em animais em que estes núcleos ha-
viam sido lesados (Guo et al, 2006; LeSauter et al, 1996), 
ou em animais nocautes para Bmal1, restauram os ritmos 
circadianos nestes animais (Sujino et al, 2003). Transplan-
tes de NSQs, provindos de animais geneticamente modi-
ficados que apresentam ritmos endógenos com diferentes 
períodos, para animais com lesão dos NSQs, induzem 
oscilações em que o período é determinado pelo doador 
(Pando et al, 2002). Com base nestes resultados, aceita-
-se a preponderância do relógio central sobre os relógios 
periféricos (tecidos periféricos e regiões cerebrais fora dos 
NSQs), cabendo ao primeiro, o papel de sincronizar os 
múltiplos relógios endógenos. 
Acumulam-se evidências a favor da possibilidade de 
que as proteínas de relógio sejam parte do sinal circadiano 
responsável pelo pico pré-ovulatório de LH, o qual ocorre 
em sincronia com as variações no fotoperíodo. Os genes de 
relógio são expressos de maneira circadiana em neurônios 
GnRH, nos gonadotrófos hipofisários e nos ovários. Esta 
expressão está intimamente relacionada com a função dos 
componentes do eixo hipotálamo-hipófise-gônadas. Cul-
turas de neurônios GnRH de camundongos, submetidas a 
tratamento com altas concentrações de soro fetal bovino, 
mostram expressão circadiana dos genes de relógio (Gil-
lespie et al, 2003). A secreção pulsátil de GnRH é determi-
nada pelas proteínas de relógio (Chappell et al, 2003). O 
estradiol garante indiretamente a hipersecreção de GnRH, 
atuando principalmente em uma população de neurônios 
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secretores de um peptídeo denominado “kisspeptina” 
(Tena-Sempere, 2006). A kisspeptina estimula a secreção 
de GnRH. Em fêmeas de camundongos, a expressão do 
receptor para este peptídeo em neurônios GnRH depen-
de da expressão das proteínas de relógio (Tonsfeldt et al, 
2011), e em fêmeas de hamsters, a atividade dos neurônios 
kisspeptinérgicos oscila com um pico no meio do ciclo 
claro/escuro (Williams et al, 2011). Em relação à hipófise, 
a sensibilidade dos gonadotrófos hipofisários ao LH de-
pende das proteínas de relógio, uma vez que a expressão 
do receptor para este hormônio é regulada pela proteína 
PERIOD 1 (Resuehr et al, 2009). A sensibilidade ovariana 
ao LH é também dependente do ciclo claro/escuro (Sellix 
e Menaker, 2010). Além disso, a cascata enzimática que 
leva à produção de esteróides pelos ovários depende do 
funcionamento da alça auto-regulatória de expressão dos 
genes de relógio (Nakao et al, 2007). 
Estes resultados, em conjunto, corroboram a hipó-
tese de que, além da ação sincronizadora exercida pelos 
NSQs sobre o eixo hipotálamo-hipófise-gônadas, cada um 
dos componentes desse eixo funciona como um oscilador 
endógeno, garantindo que seu produto de liberação atue 
numa janela temporal determinada pela expressão das 
proteínas de relógio. 
Camundongos mutantes que não expressam o gene 
Clock apresentam menor sucesso reprodutivo, redução no 
número de filhotes e prolongamento do ciclo estral (Mil-
ler et al, 2004). Estas descobertas sobre a participação das 
proteínas de relógios na função reprodutiva levam a novas 
análises sobre o paradigma dos mecanismos de retroali-
mentação exercidos pelos esteróides ovarianos. Juntamen-
te com o fato de que estes mecanismos funcionam dentro 
de uma janela temporal circadiana, podemos concluir que 
podem ser gerados por um relógio biológico endógeno.
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